




































達を異にする4 種類、のサブタイプ (EPl 、 EP2 、 EP3 、 EP4 と分類)がイバi~ することがゆj




















発抗すること (7) を r~j らかにすることができた。 これらの成果は、個体レベルでの PGE2
作川をぶすものであり、今後のPGE誘導体の開発領域に有益な基礎的知見として寄与す
るものである。
./........... I 0 
cコごOH4bにごプ~:oにご70HJ，わ二二70H
¥、 marachldonic acld 
other PGs 
Fig. 1. Biosynthesis of PGE2• PGE2 is synthesized from arachidonic acid by the actions of 
prostaglandin H synthase (cyclooxygenase) and PGE synthase (PGE isomerase). 
Table 1. Molecular and biochemical prope吋iesof the prostaglandin E receptor subtypes. 
Receptor Amino kd(nM)Rank Order of Binding Amm.ty Signaling Gene Locus Isoforms Type Acids [3H]PGE2 .._.... _. _.. _. _.. ._...~ .~.... ...~ G protein 
PGE2> 12> E1 >> F2α 
[Ca2+]曾 19p13.1 (human) 2 (rat) EP1 405 21 
G(?) chr 8 (mouse) 
EP2 362 27 PGE2 = E1 >> 12 > F2α，02 cAMP't 
Gs 
not identified None 
EP3 365 3 PGE2 = E1 >> 12 > 02 > F2α 
cAMP.J .，. . 1 p31.2 (human) 7 (human) 
[Ca2+]曾 chr3 (mouse) 3 (mouse) 
Gi (Gq， Gs) 
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bovine serum albumin BSA 
adenosine 3'，S'-cyclic monophosphate 
complementary DNA 
cycl oox y genase 
cytidine triphosphate 
dibutyryl cA孔1p














FSH Fig. 2. Distribution of the PGE receptor subtype mRNAs in various mouse tissues. 




non-steroidal anti-inflammatory drug 
organum vasculosum lamina terrninalis 











sodium dodecyl sulfate 
standard saline citrate 
RNase 
SDS 






は生後すぐには野生型と異なる外見を認めないが、 't後 24~kf 間以内に左足弱が始まり死
亡に至ることを見出した 。 致死したホモ変児休の個体は~rlî 異常がIif、められ、組織学的観
祭により、 fJ，!i胞も細血管のう っ血が認め られた ところで、胎YGWJには未熟な刷jを保i笈
するために月，!i動脈と大動脈をバイパスし、肺への1(11Ij~仰を減じる IfrL竹である動脈約:が
存在する。そこで、この動脈計二に蔚日し、まず、 EP4受容体のうs.fJLを解析したところ動
脈符の子滑筋に人;呈のmRNAの発現を確1悲した すでに、薬.frf!_I下的な研究か ら 、 PGE~




















r構jliのマ ッヒングを行った その結果、 t:_ ~~なコーデイング飢域を合むエキソンは
EPI、EP4交作休については第 2エキソン、 EP2、EP3受作体については第 lエキソン
であるこ と がllJ l り j した ι そこで、 'I~;~.i去により、これらの領域にネオマイシン耐性遺伝f
を置換しあるいは何人し、タ ーゲティングベクターを作製した。ターゲテイングベクター
をES細胞に導入し、キメラマウスを産生させた。次いで、キメラマウス|司1:を交配さ


















マウス 129/Svの genomeDNAライブラリ ーより各 PGE受容体遺伝子を単離し、遺伝
f構造のマ ッピ ングを行った。これらの解析から主要なコーデイング領域を含むエキソ
ンは EPI，EP4については第 2エキソン、 EP2， EP3については第 lエキソンであること
Targeted 
genome )_( 













Eco RI digest トー 5.7kb一寸
1 kb ト→ probe _ 
Sca I digest トー 5.5kb-→ 
11.0 kb一一一一→
が判明した。ターゲテイングベクタ ーはこれらの領域にネオマイシン耐性遺伝子を置換
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(129/01a) X (C57BL/6)を遺伝的 backgroundに持つ Flヘテロマウス、さらにそれら Flマ
ウス同士をかけ合わせ F2マウス(野生型、ヘテロ変異体、ホモ変異体)を得た。相同
組換えを起こした ES細胞の選択、ヘテロ変異体、ホモ変異体の遺伝子型の確認は
Fig. 3. The targeting vectors， organization of the genes， and structures of the targeted genomes are 
shown for the EPl (A)， EP2 (B)， EP3 (C)， EP4 (D) receptors. Restriction sites a陀 indicated:X， 
Xba 1;E， Eco RI; K， Kpn 1;B， Bam HI; V， Eco RI; S， Sca 1;N， Nco 1;Ns， Nsi 1. Probes used in 
genome DNAの Southem解析により行った (Fig.4)。また、実際に受容体が欠損している
ことを確認するために、 Northem解析を行った (Fig.5)0 
Southem are indicated， with the sizes of hybridizing fragments shown below. 
-8 - -9 -
A B c D 
A B kidney uterus kidney intestine 
+1+ +1--1- /ー・ +l・+1-+1+ +1+ +1+・/ー +1+イー +1+ -f.・ +1+ +1--1-
山 b..懲事 288 . ・








+1+・/ +lー Fig. 5. Northem blot analysis. Total RNAs were isolated from kidney of the EP 1 (A) and EP3 
(C) from (+/+) and (十)mice， from uterus on day 5 of pregnancy of the EP2 (B) from (+/+) and 
(-/ー)mice， and from intestine of newbom EP4 (D) from (+/+) and (千)mice， and they were used 
11.0 kb . ・・ー一
9.5 ~~b . 一一-- for hybridization with each specific probe. +/+， wild type; +/-， heterozygote;ー/， homozygote. 
9.0 kb . . ":"併 ，
5.5 kb . ~輔
Fig. 4. Southem blot analysis of genomic DNA from EPl (A)， EP2 (B)， EP3 (C)， EP4 (D) 
receptor m，utants. Genomic DNA digested with Eco RI in A， with Sca 1 inB， with Eco RV in C， 
with Nsi ][in D were hybridized with the respective extemal probe shown in Fig. 3. +/+， wild type; 






























































Table 2. Genotypes of progenies of heterozygote intercrosses. 
現パターンは EP4ホモ変児休の動脈管においても観察された (datanot shown)。従って、
Genetic Ti f Genotype of progenies from (+/・)X {+l・)
b k d me o analyslS 
aCkgrouna - +1+ +1・ イ圃
(129/0Ia) x E 14.5 fetuses 16 (C57Bυ6) 41 20 












3・day-oldneonates 181 309 5 
(C57Bυ6) 3・day-oldneonates 50 84 。




Fig. 6. Histological analysis of lung from a wild-type and a EP4 (ー/ー)mouse sacrificed at 30 h after 
birth. Marked congestion of the pulmonary capillaries and disorganized alveolar structures are seen 
in the lung of a EP4 (ー/-)mouse. Bar， 50μID. 
Fig. 7. In situ hybridization of the EP4 transcripts. Photomicrographs訂ethoracic sections of a 
wild type E 18.5 fetus. These sections were hybridized with aあS-labeledantisense RNA probe for 
the EP4 receptor in the absence (A， B and C) or presence (D) of an excess amount of unlabeled 
probe (A and C， bright-field; B and D， dark-field). Strong signals are observed in the smooth 
muscle layer of the ductus arteriosus. Ao， aorta; dAo， descending ao口氏 DA，ductus arteriosus. 
Bars， 200μm (D) and 25μm (C).ηle magnifications of micrographs A， B and D are the same. 






Fig. 9. Patency of the ductus arteriosus in EP4 (ーj-)neonates. Thoracic sections of a wild type (A， 
C) and a homozygous (B， D) neonate sacrificed at 6 h after bi口hare shown. Bottom panels are 
Fig. 8. Morphological changes of ductus arteriosus after bi口hof wild type mice (left) and EP4 (-j-) magnifications of the arrowhead on each top panel. In the wild type， the ductus arteriosus i 
mice (right). Middle; the model of fetal circulation. Ductus arteriosus are shown by arrowhead. completely closed and its wall is thicken. on the other hand， inthe homozygous neonate， the ductus 
A， aorta~ DA， ductus arteriosus. is open and its wall is thin. Ao， ao口a;dAo， descending aorta; P， pulmonary artery~ DA， ductus 
arteriosus. Bar， 200μm (B) and 25μm (D). 
。 。? ? 『 ? ? ????





F3 (-I-) X (+I・)
F4 (ー/・)X (・/・)








Fig. 10. lbe ductus arteriosus in the survived EP4 (-/-) neonate. Thoracic sections of a wild type 
(A)加 da survived homozygous (B) neonate sacrificed at 3 days after birth are shown. Eight 
* Compared with +1+ littermate (F2)， +1-littermate (F3 & F4) 
and offspring of (+1+) X (+I+) mate (F5 & F6) 
surviving homozygous mice at various ages were examined， and representatives are shown. The 
ductus arteriosus (arrowhead) in the survived homozygous animals are almost closed. Ao， ao口a;











Table 4. The expression of prostanoid receptors and cyclo-
oxygenases in embryonic ductus a同eri05usand aorta. 
Relative grain densities in in situ hybridization 








DP + + 
Fig. 11. E百ectof indomethacin on the fetal ductus arteriosus. The ductus arteriosus of a wild type 
COX-1 ++ ++ 
(A， C) and a EP4 (ー/ー)(B， D) fetus are shown after four hours exposure to indomethacin. Bottom 
COX-2 
panels are magnified on upper panels. lndomethacin (5 mダkg)was administered to E 19.0 
pregnant EP4 (+/-) mice intraperitoneally. The ductus arteriosus of the EP4 (イー)embryo remains 
Relative grain densities: ++++， very high; +， moderate; 
















まず、 PGE2による発熱がどの受容体を介しているかを調べるために、 PGE2を 1nM脳
宗|付に投与した時の発熱反応(15)について検討を行った。野生型においては投与後約











熱の開始は遅く、またその発熱は持続的であった (Fig.] 3B)0 EP 1， EP2各ホモ欠損体で
は野生型マウスと同様に発熱を引き起こしたが、 EP3ホモ欠損体では静脈内投手時とIri] 





程度の産生が見られた (datanot shown)。そこでLPSを 10mg/kg静脈内注射したところ、
野生型、 EPlホモ変異体では約 20分をピークとする約 1oCの-過性の発熱が認められ
たが、 EP3ホモ欠損体ではやはり発熱が認められなかった (Fig.14)。以 i二の結果より、
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A， Effects of PGE2 on body temperature in wild type and PGE receptor deficient mice. Fig. 12. 
PGE2-induced fever in wild type mice. Animals were injected i.c.v. with either PGE2 (filIed circles， 
Asterisk indicates monitored. n=9) or vehicle (open circles， n=9)， and rectal temperature was 
B， Selective loss of PGE2-induced febrile response in EP3 (ー/ー)versus vehicle control. P<O.Ol 
mice. PG E2 was i吋ectedi.c.v.into EPl (ー/ー)(filled squares， n=5)， EP2 (-/-) (open squares， n=5)， 
EP3 (ー/ー)(tilled circles， n=5) and EP4 (-/ー)(filled triangles， n=5) mice. Vehicle was i吋ectedi.c. v. 
Asterisk indicates P<O.OI for EP3 (ー/ー)mice versus wild into EP3 (-/-) mice (open circles， n=9). 
A，且-Is(100 ng) wa Loss of the l.-1 s-induced febrile response in EP3 (-/-) mice. Fig. 13. 
type mice i吋ectedwith PGE2・
injected i.v. into wild type (filled circled， n=9)， EPl (-/-) (filed triangles， n=6)， EP2 (-/-) (open 
Asterisk indicates P<O.O 1 EP3 (-/-) mice triangles， n=6) and EP3 (ー/ー)mice (open circles， n=6). 
B， Either IL-l s (l0 ng) (仙edcircles， n= 14) or vehicle (filled triangles， versus wi ld type mice. 
C， n二9)was injected i.c. v. into wild tう'pemice. Asterisk indicates P<O.Ol versus vehicle control. 
IL-Is was i吋ectedi.c.v. into EPl (十)(filled circles， nニ5)，EP2 (千)(open circles， n=6)， and EP3 
(ー/-)mice (filled triangles， n=8); other EP3 (-/ー)mice were i吋ectedwith vehicle (open triangles， 
Asterisk indicates P<O.Ol EP3 (十)mice versus wild type mice injected with l.，-ls i.c.v. n=9). 


















このような出生数の減少は妊娠 7口同容体欠損マウスでは1.5匹であった (Fig.15A)。10 20 30 40 50 60 70 
Time (min) 
の胎児数において確認されることから、それ以前の過程である排卵・受精・受精卵の着
床・子宮内膜の脱落膜化に依存した反応と考えられた。Responses to LPS in mice lacking the EP1 or EP3 receptor. LPS or vehicle was injected Fig. 14. 
EP2mRNAが着床期である妊娠 5f]日のf宮ヒ皮細胞に強これまでの研究において、I.v. open circles， wild type mice with LPS (n=7); filled circles， EP1 (イー)mice with LPS (n=5); 
EP2ホモ欠損体の着床能についく発現していることが見いだされていた(18)。そこで、fil1ed triangles， EP3 (ー/ー)mice with LPS (n=4); open triangles， wild type mice with vehicle (n=5). 










type， 27.6 :t 2.6; EP2十， 29.5 :t 3.0; means :t SEM)、EP2受容体欠損マウスの異常は卵胞の
生育過程ではなく排卵とそれに続く受精の過程にあることが示唆された。
過排卵処理した卵巣で EP2mRNAの発現を COX-2mRNAの発現(19，20)と比較して




mRNAは発現が見られなかった 。 ヒト械も性ゴナドトロビン (humanchorionic 






る。排卵期!と受精期において、卵丘細胞は expansionという現象をおこす (21)0 
expansionは卵丘細胞の間隙が広がっていく現象を指し、卵丘細胞からのヒアルロン酸マ
トリックスの分泌上昇を大きな特徴とする (22)。生体においてはゴナドトロピンの
preovulatory surgeによって引き起こされるが、 invitroにおいても cA乱1pアナログや卵胞
刺激ホルモン (follicle-stimulatinghormone; FSH)あるいは PGEっによってもこの現象が模倣
されることが知られている (23，24)0EP2ホモ欠損体からの卵丘細胞を用い invitroによ
るexpanslonを検討したところ、 dbcAMPやFSH添加による expanslonは野生型由来の卵
丘細胞のそれと違いはなかったが、 PGE2による expanslOnは起こらなかった (Fig.17)。
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(A) Decrease in liter size in EP2 Impaired ovulation and fertilization in EP2 (ー/ー)mice. Fig. 15. 
(ーj-)female mice. Female mice were mated with male in the indicated combination of genotypes， 
The results are shown as the mean + and their liter sizes were examined on day 19 of pregnancy. 
(B and C) Ovulation and fertilization rate へP<O.05，*， P<O.Ol (vs. wild type females). SEM. 
Mature (8-week-old) or immature (5-week-old) superovulated mice in natural and superovulation. 
were mated with wi ld type male mice. Eggs were recovered from their oviducts， and the eggs with 
The number of ovulated eggs (B) and the fertilized. pronuclei or in the two-cell stage were taken a 
? ??、?




eggs vs. total ovulated eggs， respectively. 
-. 
Expression of EP2-and COX-2-mRNA in the developing folhcle detected by In situ 
EP2 (-1圃)EP2 (+I+) 
16. Fig. 





Wild type 4-week EP2-mRNA (middle panels)， and signals for COX-2-mRNA (bottom panels). 
old females were primed with PMSG， and ovaries were isolated before hCG injection (left panels; 
hCG 0 h)， 4 h after hCG injection (center panels; hCG 4 h)， or 8 h after hCG injection (right 
the photomicrographs showing hybridization signals were presented in a dark panels; hCG 8 h). 
? ? ?
field-mannar except that of the COX-2 signals at 4 h post-hCG， inwhich extremely strong signals 






Immature cumuli 1n vItro expansion in immature cumuli oophori from EP2 (-j-) mice. Fig. 17. 
oophori were isolated from PMSG-treated wild type (le丘panels)and EP2 (-j-) mice (right panels). 
were incubated with media only (Control)， or media containing FSH The isolated complexes 
The expanded complexes were recovered (FSH)， PGE2 (PGE2)， or dibutyryl cAMP (dbcAMP). 
Complexes and processed onto slides (PGE2 in wild type， and FSH and dbcAMP in both animals. 
(PGE20n EP2 (ー/ー)， and that did not expand adhered to the dishes and were processed directly 
Bar. 100 The surfaces of the complexes are indicated by arrowheads. 
? ?? ?
?























Cumulus-oocyte Fig. 19. 1n vitro fertilization in the presence (A) or absence (B) of cumulus cells. 
complexes were collected from oviducts of wild type and EP2 (-/ー)mice 14 h after hCG injection. 
After incubation with hyaluronidase treatment. Cumulus-free oocytes were prepared by 0.10/0 Differential interference contrast Abortivc cumulus expansion in EP2 (-/-) females. 18. Fig. 
Numbers within the sperm for 6 h， fertilized eggs were identified by the formation of pronuclei. 明leare shown. photomicrographs 01' cumulus-oocyte complexes in the postovulatory period 
bars indicate the number of fertilized eggs/total number of eggs. 
-37 -
oviductal postovulatory cumulus-oocyte conlpIexes were isolated from wild-type (left panels) and 












































EP4 deficient mice 












従米より任{l)i.後 WJ の l主体にインドメタシンなどの PG 合成ドlrJ~ 剤を投与した場介、胎
J14の動)JJ長~.~;収納が起こり、その結果、 }j的Ic.の肺に高負荷がかかることで u ~ Il~ 後月I!îI'J 1f1 J1:





た、 invitroではウサギ動脈管を用いた PGE、に対する薬理学検討が行われており、 I青酸
ぷドで収納させた動脈管を PGE2が濃度依存的に弛緩させる働きを持つことが示されて





















いることが薬理実験から予想されている (32)。すなわち、 EP4受谷体と IriJ線 DP受容体























IL-l s (内凶作)，LPS (外凶性)による発熱も PGE2を介していることがぶu変された。
r11 ~互に存在する終板器官 (organum vasculosum lamina terminalis; OVL T) Jld辺は脳内におし 1
て微量の PGE2を投与した場合、発熱J;lJ，0;，をぶす領域として知られている (38)0OVLT 
は血管構造に富み、脳内でも血液脳関門が存在していない領域であり、木村jのシグナル
をIドイ:区へ伝達しやすい部位であると考えられる (39)。ラットに LPSや IL-lsを静脈投与
した場合、 OVLT内の血管内皮細胞に COX-2の発現が誘導されることが知られている
(40-42)。また、 IL-1 receptorもOVLT内の血管内皮細胞に発現が認められており (43)、

































ゴナドトロヒン投'j-は卵正細胞でのEP2交行体のmRNAの2) ~!f' I:_ }~~!マウスにおいて、 EP3 EP2、4種類の PGE受谷体欠損マウスを作製したところ、外観 j-.で、は、 EPI、
しかし、叉'有:子イ本欠損マウスは野 /111 マウスとの問に~fi -fí:~迷いが観察されなかったO発J!を促進する
EP4受谷イ本欠悩マウスはその 950/0カ{{H't後数1以内の新生児で死亡することを発見しPGE、は EP2 交行体を介して~I~ li:*Ul!J包の expanSlonを起こす (invitroJjミ験)。3 ) 
た。
(in vivoJ夫験)。4) EP2交作体欠出マウスでは卵 l壬細胞のexpanSIOnに陪;与を l認める
EP4 受作体欠11~マウスの死亡原凶は、 lfi児期J~市原系で、ある動脈管の閉鎖不全による2 5) expansionした卵正細胞は卵の交杓能をlqめ、交粉本の L舛に寄与する。
また、 n1)' :.1¥ lìíIの胎J145リ~Jj)長?l血液循環の異常による肺組織傷芹にあることをぷ唆した。これらのことから、排卵It¥IjiJ !tJJtJI から交粕!切にかけてPGE.jEP2 系カ{~I\J I王細胞にイノド川し、


































消去を行っている IfJ能'I"tも与-えられる J 今後、サブタイプ相f('ilUの協調作!日、 EP受符
イ本サブタイプと他のホルモンあるいはオータコイド間の協調イ乍f1Jなどが、より詳細に分
fレベルで解析されることにより、それに!必じた個体レベルでの/主体作川が見出 される





マウス 129/ Svの genomeDNAライブラリーより単離したPGE受符イ本j宣イよr(50-53) 
を用い、その制限酵素地[)(lの作製及び塩主主配列の解析を行った。 t安なコーデイング領
域(EPl、 EP4受符休は第2エキソン、 EP2、EP3受作体は第 lユキ、ノン)を欠火際的
とした。欠失百[)1立に抱iみ換えイ本の;1&別のためのマーカ- J宣伝 fであるネオマイシン|百十14:
遺伝子 (Neo)を挿人 (EPl)、l官換 (EP2、 EP3、 EP)することとした。また、 genome 
DNAとの相IliJ領域外にもう lつのマーカー遺伝 fである ip.4lEヘルペスウイルス山米の
チミジン キナーゼ (Tk)遺伝子 (54)を導入しすることとした。以 ト.のように相[riJ系1み杯
えを日的とするターゲテイングベクターをデザインし(Fig. 3 )、これを作製したf
(2) PGE受符体欠損マウスの作製
Tanaka (55)及びKawabe(56)らの }j-法に準じて作製を行った。構築したベクター DNA
20μgをエレクトロ ポレーション法 (500μF， 230V， O.4cm cuvette)でE14-1 koln Embryonic 
Stem ( ES )細胞 1>く 107celsに導入した。 ES細胞は、 単層のフィーダー細胞 (primary 
embryonic fibroblast )仁に 播 き、150/0FCSと 1>く 103U/ml leukemia inhibitory factorを合む
ES細胞用 mediumを添加 して培養された。 トランス フェ クション 241lj間後よ り400μ
g/ml neomycin， 2μM gancyclovirでダブルセレクシ ョンした。 トランス フェ クショ ン 10
日後にコロニーを拾い、これらのES細胞の 一部からgenomeDNAを抽出 して PCR法に
より相同組み換え体の選別を行った。さらに、これらの変異 ES細胞はサザンプロッテイ






の genomeDNAのうち lコピーの遺伝子にのみ変異をもっ Flヘテロマウスを符た。こ
の FI ヘテロ変兇マウス同 I- ~ のう記配に よ っ て{!? ら れた F2 マウス (野牛.相、ヘテロ変異体、
ホモ変異体)を解析に使Jflした なおマ ウスは、 SPF 環境ドで dî販の I~-d 形飼料と水道ノk
をlj-えて飼ff-繁刑させた。
( 3) PGE受作体欠損マウスの|ldlii-篠lit
マウスjfiiぶrJ~~! は 、 マウ ス同点目よ り genome DNAを抽出し、 ;IJUI促酵ぷ (EcoRI [EP 1]， 
Sca 1 [EP2]， Eco RV [EP3]、?れi1 [EP4])で切断し、サザンブロ ッテイング法により解析し
た 。 プ ロ ープは Fig.3 に IJ よ しているものを用いた。 また、各々の ililぷ r)~~マウス新/11J14





色を施した。 また、動脈1~~;の形態変化や in situ hybridization用には、-800Cに冷やしたイ
ソペ ンタンでJfi1r . 新tt. Y~ を凍結し、胸部をノk 、Fにクリオスタ ッ ト (Leica ， CM3000)を
]11し、て 10/1. m~こ薄切した (57) 。 形態変化用のものはメタノール同定後ヘマトキシリン・
エオジン染色を行った。insitu hybridization用の切片は poly-L-lysineコートをしたスライ
ドガラスにマウントし、 4%ホルマリン/pBS回定 10分間後、 PBS洗浄を行い、 0.1M ト
リエタノールアミン/0.90/0 r、~aCI 溶液中で 0.25%無水酢酸処理を室温で、10分間行いアセ
チル化した。700/0，950/0， 100%エタノールで、脱水後、使用時まで-800Cで保存した。
( 5) in situ hybridization 
Sugimoto (58)らの方法に準じた。リボプロープは直鎖状にしたプロスタノイド受容体、
COX-l， -2の cDNA(59)を鋳型として用い、 T3もしくはT7RNA polymerase (Stratagene) 
-48-
をJ1Jし、て [あS]CTPαS存在ドで antisenseRNAを合成した。合成したリボプローブは、!えより
150 駈法長になる ようアルカリ )JfIノk分解を行った。ハイブリダイゼーションは 5X SSC， 
500/0 formamide， 5 X Denhardt's solution， 0.20/0 SDS， 0.05 M sodium phosphate (pH 6.5)， 250 
μg/ml heat-denatured salmon sperm DNA， 200μg/ml yeast transfer RNA 溶液q，に1.5X 105 
cpm/mlになるよう苅Sラベルしたリボプローブを加え、 600Cで 6ILjWd1 iった。i先ゆjf長イ午
は2X SSC， 10 mM s-mercaptoethanolドで 60oC，1 1.f nn 行い、本7:r~にま で放冷した。 0.5
MNaCI， 10mMTri-HClpH7.5， 1 mMEDTA 溶液"，で 20μg/mlRNase A処II!を訂い、 その
後 0.1X SSC， 10 mM s-mercaptoethanol ドで 60oC，1 H:I rMl 洗浄操作を行った。エタノ ール





lh:腸温度は digitalthermomerter (TD-300， Shibuura Electronics)をHlいて、プローブを}]Iアj
から直腸へ 3cm程度挿入することによって測定した。PGE21nMを50/0エタノールを合
む生理食塩水qJ5μlで溶解させ、 27ゲージ針で脳室内 (bregma後ノj0.5 mm， Jfq'級官1IJノj
0.7 mm，深さ 3mm)に投与したo LPSは E.coli由来 026:B6(Sigma)を生理食塩ノkに溶解











て行った。過排卵処珂は 4週齢の雌に PMSG(5 unit/mouse)を腹腔|什投ワ-し、その 48時
間後に hCCi-(5 unit/mouse)を1iJじく版院内投与し、雄とー晩交配させた。妊娠L1は腹怜
を認めたけを好似 1r.11とした。卵は妊娠 11 "に卵管内から'l:_.f里食取水で、[r'J~X し、顕
微鏡ドで観祭した。受精はliI核形成を指僚とした。イj広jCは Student'st test 1去を月jし1て
検Jtした。
( 8) invitro expansion 
3.5週齢の雌マウスに PMSG投与を行い、 481I .~: fIU後に卵巣のグラーフ卵胞から 27 ゲー
ジ針で~I~-~I'Jfi-，細胞彼介体を30mg!ml BSAを合む PBSで、[rl]収した。洗浄後、 50/0 FBSを
合む Eagle'sminimum essential mediumに移し、 FSH(500 ng/ml)， PGE2 (1μM)， dbcAMP (2 
111M)を添加し、 50/0CO守ド370Cで18-20時間インキュベーションしたo expansionの杭皮
は微分[ー渉顕微鏡トで観祭した。m VIVO による expansIOn は hCG 処周後 14 時間で卵~~か
ら卵-卵丘細胞彼介体を同収し、形態を観察した。
( 9) in vitro fertilization 
Hogan らの )jû~に准じた (61)。雄マウスの精巣!こイノドを摘出し、針でつつき精子を押し
，IHした。 ミネラルオイル中にBSAを合む α-modificationof Eagle's mediumの小滴を入れ、
そのrt，に精子を入れ 50/0CO守ド 370Cで2時間インキュベーションした。卵管から回収し
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